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POTENSI Azotobacter SEBAGAI PENGHASIL HORMON 
PERTUMBUHAN AUKSIN 
 
Nama Mahasiswa  : Fahima Tahta Kholida 
NRP   : 1511 100 064 
Jurusan    : Biologi 
Dosen Pembimbing  : Dr. Enny Zulaika, MP. 
 
Abstrak 
Azotobacter memiliki kelebihan dibandingkan dengan 
bakteri rhizosfer lainnya karena Azotobacter dapat menambat N 
atmosferik. Azotobacter juga mampu mensintesis hormon 
pertumbuhan IAA, golongan auksin alami yang paling melimpah 
dan terlibat dalam regulasi pertumbuhan dan perkembangan 
tanaman. Berdasarkan kemampuannya tersebut dilakukan 
penelitian untuk  menguji potensi Azotobacter yang diisolasi dari 
Eco Urban Farming ITS sebagai penghasil IAA. Uji kualitatif 
dilakukan untuk penapisan Azotobacter yang mempunyai indikasi 
menghasilkan hormon IAA dengan metode Salkowksi pada media 
NA triptofan. Selanjutnya dilakukan uji kuantitatif untuk 
mengetahui konsentrasi hormon IAA yang mampu dihasilkan oleh 
isolat Azotobacter dengan metode determinasi kolorimetri yang 
ditunjukkan dengan pereaksi Salkowksi pada media Nutrient 
Broth  yang disuplementasi triptofan.  IAA yang terbentuk   
diukur menggunakan spektrofotometer dengan λ=530 nm. Isolat 
yang mampu menghasilkan IAA adalah Azotobacter A1a, A1b, 
A3, A6, A9, dan A10. Isolat Azotobacter A1a, A9 dan A10 dapat 
memproduksi IAA lebih besar dibanding yang lain. Konsentrasi 
IAA terbesar dihasilkan oleh isolat Azotobacter A10 mencapai 
9,45 ppm, diikuti isolat Azotobacter A9 sebesar 7,38 ppm dan 
isolat Azotobacter A1a sebesar 5,40 ppm. 
 
Kata kunci: Azotobacter, hormon auksin, IAA, konsentrasi. 
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INDOLE ACETIC ACID PRODUCTION BY THE 
ISOLATE OF AZOTOBACTERIAL 
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Abstract 
Azotobacter has a beneficial value compared with other 
rhizosphere bacteria because Azotobacter can fix  atmospheric 
nitrogen. Azotobacter is also able to synthesize growth hormone 
IAA, the most abundant natural auxin group,and  it is involved in 
the regulation of plant growth and development. Based on that 
potential, the research was conducted to test the potential 
Azotobacter which was isolated from Eco Urban Farming ITS, as 
a producer of IAA. Qualitative test was done to screen 
Azotobacter that indicate producing hormones IAA with 
Salkowksi method on NA tryptophan. Then, quantitative test was 
done to measure the amount of the concentration of IAA hormone  
which was produced by Azotobacter isolate using colorimetric 
determination method, which was shown by Salkowksi reagent on 
Nutrient Broth medium, that is supplemented by tryptophan. 
Formed IAA was measured using  spectrophotometer λ=530nm. 
The result shown that the isolate that can produce IAA is 
Azotobacter A1a, A1b, A3, A6, A9, and A10. Azotobacter A1a, A9 
and A10 can produce IAA higher than others. The largest 
concentration of IAA produced by isolate Azotobacter A10 which 
can reach 9.45 ppm, followed by A9 isolate Azotobacter with 7.38 
ppm and isolate Azotobacter  A1a with 5.40 ppm. 
 
Key word : Azotobacter, auxin hormone, IAA, consentration 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Beberapa bakteri rhizosfer mampu memfiksasi nitrogen 
bebas di udara dan memiliki potensi lain yang bermanfaat untuk 
tanaman, di antaranya memproduksi antibiotik, siderophores,  
dapat memproduksi hormon (Halda dan Alija, 2003). Hormon 
pertumbuhan yang dihasilkan oleh bakteri rhizosfer terdapat 3 
jenis yaitu auksin, sitokinin, dan giberelin. Hormon yang paling 
sering dihasilkan oleh mikroba adalah indole-3-acetic acid (IAA) 
(Sutarya, 2011).  
Salah satu rhizobakteri adalah Azotobacter yang memiliki 
kelebihan dibandingkan dengan bakteri rhizosfer lainnya karena 
Azotobacter dapat menambat N atmosferik, selain itu Azotobacter 
juga mampu mensintesis hormon pertumbuhan yaitu IAA 
(Widiastuti dkk., 2010). Azotobacter chrococcum strain KG3 
berpotensi menghasilkan hormon IAA sampai dengan 56μg/L 
(Mali dan Bodhankar, 2009).  Fungsi zat pengatur tumbuh IAA 
dapat merangsang pertumbuhan akar tanaman sehingga akar 
tanaman akan tumbuh dan berkembang lebih baik. Pertumbuhan 
akar yang lebih baik akan membantu dalam penyerapan unsur 
hara oleh tanaman dari dalam tanah (Sutarya, 2011). 
Pada penelitian sebelumnya, telah didapatkan isolat 
Azotobacter yang diisolasi dari Eco Urban Farming ITS dan 
berpotensi menghasilkan enzim merkuri reduktase yang dapat 
digunakan untuk mendegradasi logam berat merkuri HgCl2 
(Sakinah dan Zulaika, 2014). Selain itu, isolat Azotobacter 
tersebut juga dapat mendegradasi karbohidrat (Zulaika et al., 
2014). Berdasarkan  potensi tersebut, diharapkan isolat 
Azotobacter tersebut memiliki potensi yang lain yaitu 
menghasilkan hormon auksin, sehingga dapat digunakan sebagai 
agen bioremediasi merkuri sekaligus sebagai agen biofertilizer. 
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1.2 Rumusan Permasalahan  
Azotobacter isolat A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9 
dan A10 adalah isolat yang berasal dari Eco Urban Farming ITS 
dan merupakan koleksi laboratorium Mikrobiologi dan 
Bioteknologi FMIPA ITS. Sebagai bakteri tanah diharapkan 
Azotobacter mampu menghasilkan hormon auksin, sehingga 
dapat dirumuskan permasalahan sebagai berikut : 
1. Apakah semua isolat di atas berpotensi menghasilkan 
hormon auksin? 
2. Jika isolat Azotobacter di atas berpotensi menghasilkan 
hormon auksin, berapakah konsentrasi auksin yang 
dihasilkan? 
 
1.3 Batasan Masalah 
Batasan masalah dalam penelitian ini meliputi : 
1. Isolat Azotobacter yang digunakan adalah isolat A1a, 
A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9 dan A10 yang resisten 
HgCl2 5 mg/L (Sakinah dan Zulaika, 2014; Khotimah dan 
Zulaika, 2014). 
2. Isolat yang dipilih uji produksi hormon IAA adalah isolat 
yang mempunyai indikasi lebih banyak menghasilkan 
hormon IAA. 
3. Hormon auksin yang digunakan untuk kurva standar 
adalah IAA (Indole-3-Acetic Acid). 
4. Media NB yang digunakan dengan pH 7 (El-Mahrouk 
dan Belal, 2007). 
 
1.4 Tujuan  
Penelitian bertujuan untuk : 
1. Mendapatkan isolat Azotobacter yang berpotensi 
menghasilkan hormon auksin yaitu IAA (Indole-3-Acetic 
Acid). 
2. Mengetahui konsentrasi hormon IAA yang dihasilkan. 
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1.5 Manfaat 
Berdasarkan hasil penelitian diharapkan isolat Azotobacter 
yang berpotensi menghasilkan hormon IAA dapat dimanfaatkan 
sebagai agen biofertilizer dan sekaligus sebagai agen 
bioremediasi merkuri HgCl2. 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Azotobacter 
Azotobacter adalah bakteri heterotrof yang memerlukan 
bahan organik sebagai sumber karbon dan energi. Bakteri ini juga 
dapat tumbuh di media dengan nitrogen (Holt et al., 1994). Energi 
aktivasi fiksasi N2 diturunkan dengan biokatalisator nitrogenase 
yang aktivitasnya tergantung dari logam Fe dan Mo (Hindersah 
dkk., 2013). Azotobacter adalah salah satu mikroba yang hidup di 
rizosfer tanaman dan banyak digunakan sebagai pupuk hayati 
(Hindersah et al., 2010). 
Azotobacter sp. adalah bakteri gram negatif, bersifat aerobik, 
polymorphic dan mempunyai berbagai ukuran dan bentuk. 
Bakteri ini memproduksi polisakarida. Terdapat empat spesies 
penting dari Azotobacter yaitu A. chroococcum, A. agilis, A. 
paspali dan A. vinelandii dimana A. chroococum adalah spesies 
yang paling sering ditemui di dalam kandungan tanah. 
Azotobacter mempunyai sifat aerobik maka dari itu bakteri ini 
memerlukan oksigen  sehingga dengan adanya aerasi, 
pertumbuhan dari Azotobacter dapat ditingkatkan (Saribay, 
2003). Azotobacter mampu mengubah nitrogen (N2) dalam 
atmosfer menjadi amonia (NH4
+
) melalui proses pengikatan 
nitrogen dimana amonia yang dihasilkan diubah menjadi protein 
yang dibutuhkan oleh tanaman (Hamstuti dkk., 2012). 
Sel Azotobacter berbentuk rod besar atau cocci (Gambar 
2.1), banyak isolat yang mempunyai ukuran seperti yeast 
(eukariot). Mempunyai diameter 2-4 μm atau lebih. Beberapa 
spesies adalah motil dengan flagel peritrikus. Ketika mereka 
tumbuh di N2 sebagai sumber nitrogen,  perluasan kapsul atau 
lapisan lendir biasanya diproduksi oleh spesies dari bakteri yang 
menfiksasi nitrogen bebas. Lapisan tersebut melindungi enzim 
nitrogenase di dalam sitoplasma (Madigan et al., 2012). 
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Gambar 2.2 Azotobacter sp.( Thot et al., 2013). 
 
Nitrogenase dari Azotobacter,enzim yang mengkatalis fiksasi 
N2 sensitif terhadap keberadaan O2  meskipun Azotobacter 
merupakan obligat aerob. Diperkirakan tingginya tingkat respirasi 
sel Azotobacter dan berlimpahnya kapsul lendir yang dihasilkan 
membantu melindungi nitrogenase dari O2. Azotobacter dapat 
tumbuh di berbagai karbohidrat, alkohol dan asam organik yang 
berbeda, dengan metabolisme stricly oksidatif. Semua spesies 
menfiksasi nitrogen, tetapi juga dapat tumbuh pada bentuk 
sederhana dari nitrogen. Azotobacter dapat membentuk struktur 
istirahat yang disebut cysts (Madigan et al., 2012). Bentuk cyst 
dapat dilihat pada Gambar 2.2 
 
 (a) sel vegetatif   (b) cyst 
Gambar 2.2 Azotobacter vinelandii (Madigan et al., 2012). 
Salah satu spesies Azotobacter yaitu A.chroococcum sangat 
menguntungkan bagi tanaman pertanian karena diantaranya yaitu 
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memiliki kemampuan untuk menghasilkan amonia, vitamin dan 
zat pertumbuhan yang meningkatkan perkecambahan biji, 
produksi asam indole asetat dan hormon lain yaitu giberelin dan 
sitokinin (Mali & Bodhankar, 2009). 
 
2.2 Hormon Auksin 
Auksin merupakan salah satu dari Zat Pengatur Tumbuh 
(ZPT) (Arlianti dkk., 2007). Zat pengatur tumbuh (ZPT) adalah 
sejenis hormon yang terdapat pada tumbuhan yang bertanggung 
jawab dalam mengendalikan keseluruhan proses metabolisme dan 
fisiologis yang terjadi pada tanaman. Auksin berperan dalam 
pertumbuhan dan pemanjangan sel, dapat menginduksi 
pembelahan sel serta diferensiasi sel, membantu proses 
pembentukan buah, menghambat proses absisi, berperan dalam 
terjadinya dominansi apikal, dan menyebabkan terbentuknya akar 
adventitious (Karjadi dan Buchori, 2007).  
Auksin berpengaruh hanya pada kisaran konsentrasi tertentu, 
yaitu sekitar 10
-8
 sampai 10
-3
 M. Pada konsentrasi yang lebih 
tinggi, auksin bisa menghambat pemanjangan sel. Hal ini 
barangkali disebabkan oleh tingginya level auksin yang 
menginduksi sintesis hormon lain, yaitu etilen yang bekerja 
sebagai inhibitor pertumbuhan tumbuhan akibat pemanjangan sel 
(Campbell et al., 2000). 
 
2.2.1 Hormon Indole-3-Acetic Acid (IAA) 
Indole-3-Acetic Acid (IAA) merupakan anggota utama dari  
kelompok auksin yang mengendalikan banyak proses fisiologis 
penting termasuk pembesaran dan pembelahan sel, deferensiasi 
jaringan dan respon terhadap cahaya dan gravitasi (Teale et al., 
dalam Shokri and Emtiazi, 2010). IAA memiliki struktur kimia 
yang dapat dilihat pada Gambar 2.3.  
8 
 
 
 
Gambar 2.3 Struktur Kimia Indole-3-Acetic Acid (IAA) (Dobrev, 
2005). 
 
Berbagai mikroorganisme termasuk bakteri, jamur, dan ganggang 
mampu secara fisologis aktif menghasilkan sejumlah auksin yang 
mungkin memberikan efek yang menonjol pada pertumbuhan 
tanaman (Shokri and Emtiazi, 2010). 
Fitohormon IAA diketahui dapat menghasilkan lebih banyak 
akar lateral, rambut akar dan cabang rambut akar. Hal ini 
berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Lestari dkk., (2007) 
yang menyimpulkan bahwa semakin tinggi jumlah AIA yang 
diproduksi oleh Azospirillum, semakin baik pengaruhnya terhadap 
perkembangan akar padi. 
 
2.2.2 Jalur biosintesis IAA 
Indole-3-acetic acid (IAA) adalah auksin alami yang paling 
melimpah, yang merupakan kelas fitohormon yang terlibat dalam 
regulasi pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Melalui 
identifikasi gen bakteri dan aktivitas enzim serta deteksi zat 
indolik intermediet pada supernatan kultur bakteri, keberadaan 
lima rute biosintesis IAA yang berbeda telah ditentukan dengan 
triptofan (Trp) sebagai prekursor, indole-3-piruvat (IpyA), indole-
3-asetamida (IAM), triptamin (TAM), indole-3-asetonitril (IAN) 
dan jalur Trp cincin samping oksidase (Szkop & Bielawski, 
2013).  
Eksudat akar merupakan sumber alami L-triptofan untuk 
mikrorganisme rizhosfer yang dapat meningkatkan produksi IAA 
di daerah rizosfer (Chaiharn dan Lumyong, 2011).  Biosintesis 
9 
 
 
IAA dalam tanah dapat dipacu dengan adanya triptofan yang 
berasal dari eksudat akar atau sel-sel yang rusak atu membusuk 
(Chaiharn dan Lumyong, 2011).  
Jalur biosintesis IAA oleh bakteri secara skematis dapat 
dilihat pada Gambar 2.4. 
 
Gambar 2.4 Diagram Jalur Trp untuk Biosintesis IAA pada 
Bakteri (Carreno-Lopez et al, 2007 dalam Szkop & Bielawski, 
2013). 
Keterangan gambar : (1) Asam amino aromatik aminotransferase, (2) 
IpyA dekarboksilase, (3) IAAId dehidrogenase, (4) ILA dehidrogenase, 
(5) TOL dehidrogenase, (6) Trp sidechain-oxidase, (7) Trp 
dekarboksilase, (8) TAM oksidase, (9) Trp 2-monooksigenase, (10) 
IAM hidrolase, (11) nitrilase. 
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Jalur Indole-3-acetamide 
Indole-3-acetamide (IAM) merupakan jalur yang terbaik 
yang dikarakterisasi pada bakteri. Pada jalur ini terdapat dua 
langkah. Pertama, triptofan dikubah menjadi IAM  dengan 
menggunakan enzim tryptophan-2-monooxygenase (IaaM) yang 
disintesis gen oleh iaaM. Kedua, IAM diubah menjadi IAA oleh 
IAM hidrolase (IaaH).  Kedua enzim ini telah dikarakterisasi dari 
beberapa bakteri yaitu, Agrobacterium tumefaciens, 
Pseudomonas syringae, Pantoea agglomerans, Rhizobium and 
Bradyrhizobium (Spaepen et al., 2007). 
 
Jalur Indole-3-pyruvate  
Jalur IpyA ini dianggap sebagai jalur utama untuk biosintesis 
IAA pada tanaman. Namun gen kunci dari jalur ini belum 
terindetifikasi pada tanaman. Pada bakteri, produksi IAA melalui 
jalur IpyA ini telah dibuktikan pada berbagai bakteri. Contohnya 
adalah Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter 
cloacae, and cyanobacteria. Langkah pertama pada jalur ini 
adalah pengubahan triptofan menjadi IpyA oleh aminotransferase. 
IpyA mengalami dekarboksilasi menjadi indole-3-acetaldehyde 
(IAAId) oleh indole-3-pyruvate decarboxylase (IPDC). Langkah 
terakhir, IAAId dioksidasi menjadi IAA. Gen yang menyandi 
enzim kunci IPDC telah diisolasi dan dikarakterisasi dari 
Azospirillum brasilense, En. cloacae, Pseudomonas putida dan 
Pa. agglomerans (Spaepen et al., 2007). 
 
Jalur Tryptamine 
Pada bakteri, jalur tryptamine (TAM) telah diidentifikasi 
pada Bacillus cereus oleh aktivitas tryptophan decarboxylase 
(Spaepen et al., 2007) dan pada Azospirillum ditemukan 
pengubahan dari eksogenus tryptamin menjadi IAA. Langkah 
terakhir jalur pada bakteri, TAM langsung diubah menjadi IAAId 
oleh amine oxidase (Spaepen et al., 2007). 
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Jalur Tryptophan side-chain oxidase 
Aktivitas jalur tryptophan side-chain oxidase (TSO) hanya 
ditemukan pada Pseudomonas fluorescens CHA0. Pada jalur ini 
triptofan langsung diubah menjadi IAAId tanpa melalui IpyA, 
kemudian dioksidasi menjadi IAA (Spaepen et al., 2007). 
 
Jalur Indole-3-acetonitrile 
Jalur biosintesis pengubahan dari indole-3-acetonitrile (IAN) 
ke IAA oleh nitrilase telah diidentifikasi. Namun, langkah-
langkah yang mengarah ke pembentukan IAN dari triptofan 
masih diperdebatkan. Pada  Ag. tumefaciens dan Rhizobium spp., 
menunjukkan konversi dari IAN ke IAA melalui IAM (Spaepen 
et al., 2007) 
Sebagai reaksi sampingan, IpyA direduksi menjadi indole-3-
lactic acid (ILA) oleh lactate dehydrogenase, yang menghendaki 
NADH. Dan Indole-3-ethanol (TOL) merupakan produk dari 
reaksi samping IAAld (Lee et al.,2004).  
 
2.3 Biofertilizer (Pupuk Hayati) 
Pupuk hayati merupakan komponen penting dari manajemen 
nutrisi yang terpadu. Potensi pupuk hayati ini menjadi kunci 
dalam produktivitas dan keberlanjutan tanah serta menjaga 
lingkungan karena ramah lingkungan (Mohammadi dan Sohrabi, 
2012). Biofertilizer ini diharapkan dapat mengurangi penggunaan 
pupuk kimia dan pestisida (Amutha et al., 2014). Beberapa 
mikroba tanah mempunyai peranan dalam mendukung 
pertumbuhan tanaman. Mikroba - mikroba tersebut biasa disebut 
sebagai mikroba agen biofertilizer (Widawati, 2010). 
Biofertilizer merupakan zat yang mengandung 
mikroorganisme hidup yang apabila diterapkan pada benih, 
permukaan tanaman atau tanah, mengkolonisasi rizhosfer atau di 
dalam tumbuhan dan meningkatkan pertumbuhan dengan 
meningkatkan suplai atau ketersediaan nutrisi penting kepada 
tanaman inang. Biofertilizer menambahkan nutrisi melalui proses 
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alami dari fiksasi nitrogen, melarutkan fosfat dan memacu 
pertumbuhan tanaman dengan mensintesis substansi pemacu 
pertumbuhan (Amutha et al., 2014). Mikroorganisme yang 
menguntungkan di dalam pupuk hayati dapat mempercepat dan 
meningkatkan pertumbuhan tanaman serta melindungi tanaman 
dari hama dan penyakit (Mohammadi dan Sohrabi, 2012). 
 
2.4 Kurva Pertumbuhan Azotobacter spp. 
Pertumbuhan Azotobacter spp. yang telah disolasi dari Eco 
Urban Farming ITS mempunyai pola fase yang hampir seragam. 
Pada kurva Azotobacter spp. tidak terjadi fase lag atau fase lag 
yang dipercepat. Fase log atau eksponensial sudah terlihat pada 
jam ke 1 hingga jam ke-12 (Sakinah dan Zulaika, 2014). Fase 
eksponensial merupakan fase dimana pembiakan bakteri 
berlangsung dengan cepat. Fase stasioner ditemukan setelah jam 
ke-12 hingga jam ke-19. Selanjutnya terjadi penurunan nilai OD 
sehingga menunjukkan bahwa bakteri tersebut memasuki fase 
kematian dari jam ke-20 hingga jam ke-24 akhir pengukuran 
(Sakinah dan Zulaika, 2014). Pertumbuhan bakteri merupakan 
pertambahan sel dan kemampuan bakteri untuk berkembang biak, 
yang dapat divisualisasikan dengan kurva pertumbuhan (Cooper, 
2003). Menurut Hogg dalam Sholikah dan Kuswytasari (2012) , 
pada saat fase eksponensial, sel mikroorganisme dalam keadaan 
yang stabil, sel-sel baru terbentuk dengan laju konstan dan sel 
mikroorganisme membelah secara optimum pada saat doubling 
time (waktu lipat dua) sehingga biasanya tercapai di tengah-
tengah fase eksponensial. Oleh karena karena itu inkubasi yang 
tepat untuk perlakuan adalah rata-rata fase eksponensial. 
Metabolit sekunder termasuk hormon Indole-3-Acetic Acid 
(IAA) yang dihasilkan oleh bakteri. Metabolit sekunder ini 
dihasilkan saat akhir fase log (Kresnawati dkk., 2008). Metabolit 
sekunder secara struktural sangat bermacam-macam dan hanya 
diproduksi dalam jumlah kecil dan masing-masing dari metabolit 
sekunder dihasilkan hanya oleh beberapa spesies tertentu. 
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Metabolit sekunder tersebut mempengaruhi efek-efek biologis, 
walaupun dalam konsentrasi rendah dan dapat dikatakan sebagai 
agen pembawa komunikasi kimia dalam tanah (Karlovsky, 2008). 
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BAB III 
METODOLOGI 
 
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Pelaksanaan penelitian dilakukan mulai bulan Januari hingga 
April 2015 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Jurusan Biologi FMIPA, Institut Teknologi Sepuluh Nopember 
Surabaya.  
3.2 Metode Penelitian 
3.2.1 Isolat yang digunakan 
Isolat yang digunakan untuk penapisan produksi hormon 
IAA adalah isolat Azotobacter dengan kode A1a, A1b, A2, A3, 
A5, A6, A7, A8, A9 dan A10. Isolat yang digunakan untuk uji 
produksi hormon IAA adalah tiga isolat dari hasil penapisan yang 
mempunyai indikasi menghasilkan hormon IAA lebih banyak 
dibandingkan isolat lainnya.  
 
3.2.2 Pembuatan Subkultur Azotobacter 
Isolat Azotobacter masing-masing diinokulasikan secara 
aseptis pada media agar miring Nutrient Agar (NA). Kemudian 
diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Keberhasilan 
subkultur ditunjukkan dengan koloni yang tumbuh pada media 
tersebut. 
 
3.2.3 Penapisan Isolat Azotobacter   
Isolat Azotobacter diinokulasikan pada media agar datar NA 
(Nutrient Agar) yang disuplementasi triptofan dengan konsentrasi 
100ppm menggunakan metode streak plate. Kemudian diinkubasi 
pada suhu ruang selama 48 jam. Pereaksi Salkowski (Lampiran 1) 
diteteskan pada isolat Azotobacter yang telah tumbuh di agar 
datar NA dan disimpan dalam ruang gelap selama 30 menit. Hasil 
positif ditunjukkan dengan perubahan warna koloni isolat menjadi 
merah. Tiga isolat yang mengalami perubahan warna lebih merah 
diantara isolat lainnya merupakan isolat yang dipilih dan 
selanjutnya akan dilakukan uji produksi IAA. 
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3.2.4 Penentuan Umur Starter (μ jam) Azotobacter 
Kurva pertumbuhan digunakan untuk mengetahui umur 
perlakuan (μ jam) dari Azotobacter yang akan digunakan untuk 
uji produksi hormon IAA. Sebanyak 1 ose isolat Azotobacter 
yang positif menghasilkan IAA secara kualitatif dan berumur 24 
jam diinokulasikan ke dalam medium NB (Nutrient Broth) 
sebanyak 20 ml sebagai starter. Starter diinkubasi dengan shaker 
incubator dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang selama 24 
jam. Selanjutnya 20 ml dari starter ditambahkan ke 180 ml 
medium NB diinkubasi dengan shaker incubator dengan 
kecepatan 100 rpm pada suhu ruang. Selanjutnya diukur nilai OD 
(Optical density)  sebanyak 2 ml dari kultur dimasukkan kuvet  
menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan panjang 
gelombang 600nm (Harley & Prescott, 2002). Pengukuran 
dilakukan setiap 2 jam sekali selama 24 jam yang dimulai dari 
jam ke-0. Pengukuran absorbansi dilakukan 2 kali pengulangan. 
Data kerapatan optik atau OD yang didapatkan, dibuat kurva 
pertumbuhan dengan sumbu X yang menyatakan waktu dan 
sumbu Y yang menyatakan hasil OD atau kerapatan optik yang 
didapatkan. Umur kultur yang digunakan untuk uji produksi 
hormon IAA adalah μ jam yang merupakan waktu fase 
eksponensial akhir dikurangi waktu fase eksponensial awal dibagi 
dua dan ditambah waktu fase eksponensial awal. 
 
3.2.5 Uji Produksi Hormon IAA 
Kurva Standar IAA 
Konsentrasi IAA untuk kurva standar adalah 2 ; 4 ; 6 ; 8 ; 10 
; 12 ; 14 ; 16 ; 18 ; 20 ppm dari larutan stok IAA 100 ppm (0,01 
gram IAA + 100 ml akuades) (Yuniarti & Purwani, 2007). 
Konsentrasi IAA tersebut dibuat dengan menambahkan IAA 
dengan media NB. Sebanyak 1 ml masing-masing NB-IAA 
dipindahkan ke tabung reaksi  dan ditambahkan 2 ml pereaksi 
Salkowski dan dihomogenkan. Diinkubasi di ruang gelap selama 
30 menit. Sebagai blanko adalah 1 ml NB dengan 2 ml pereaksi 
Salkowski. Absorbansi IAA diukur menggunakan 
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spektrofotometer UV-VIS dengan λ= 530 nm (Yuniarti dan 
Purwani, 2007). Pengukuran absorbansi dilakukan 2 kali 
pengulangan. Hasil pengukuran larutan standar dibuat kurva 
dengan sumbu X yang menyatakan konsentrasi IAA dan sumbu Y 
yang menyatakan nilai absorbansi, kemudian dibuat persamaan 
garis lurus Y= a+bX.  
 
Pengukuran Konsentrasi IAA  
Sebanyak 1 ose isolat  Azotobacter yang akan diuji 
diinokulasikan ke dalam medium NB 20 ml diinkubasi dengan 
shaker incubator dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang 
selama 24 jam. Selanjutnya 20 ml kultur tersebut ditambah 
dengan 180 ml NB yang diinkubasi dengan shaker incubator 
dengan kecepatan 100 rpm pada suhu ruang sampai miu (μ ) jam.   
Sebanyak 30 ml kultur ditambahkan L-triptofan dengan 
perlakuan 0 ppm (sebagai kontrol), 1000 ppm, 2000 ppm (Shokri 
& Emtiazi, 2010) dan 3000 ppm dalam 30 ml kultur. Kultur yang 
telah ditambah triptofan ditutup dengan kertas karbon dan 
diinkubasi menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 100 
rpm pada suhu ruang. Dilakukan pengulangan 2 kali. 
Kultur yang berumur 0 jam, 24 jam dan 48 jam dari masing-
masing konsentrasi L-triptofan dihitung kepadatan selnya 
menggunakan haemocytometer dibawah mikroskop (Gambar 3.1).  
Sebanyak 1 tetes kultur Azotobacter diteteskan di bidang 
pengamatan haemocytometer kemudian ditutup dengan gelas 
penutup, penetesan harus dilakukan secara hati-hati supaya tidak 
terjadi gelembung udara di bawah gelas penutup (Isnansetyo dan 
Kusnistuty dalam Kusuma dan Zulaika, 2014). 
Pada area pengamatan  yang berjumlah 5 atau disebut kamar 
R, sel Azotobacter dihitung jumlahnya dengan menggunakan 
hand tally counter. Jika sudah didapatkan jumlah sel Azotobacter,  
untuk mengetahui jumlah Azotobacter per 1 ml dihitung 
menggunakan persamaan (1). 
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Gambar 3.1 Area Perhitungan Haemocytometer (Isnansetyo dan 
Kusnistuty dalam Kusuma dan Zulaika, 2014). 
 
 
 
 
                                                                       (Adds et al., 2001). 
Keterangan: 
N = jumlah sel yang dihitung menggunakan hand tally counter 
pada 5 kamar R; Pengenceran = jika sebelum perhitungan 
diperlukan pengenceran; 1/400mm
2
 = luas setiap kotak kecil 
dalam kamar R; 80 = jumlah kotak kecil dari kamar R yang 
dihitung; 1/10mm = kedalaman haemocytometer; 1000mm3/ 1mL 
= bentuk konversi ke satuan ml. 
 
Kultur yang berumur 0 jam, 24 jam dan 48 jam tersebut 
diambil sebanyak 2 ml dan disentrifus dengan kecepatan 8000rpm 
selama 10 menit. Sebanyak 1 ml supernatan dipindahkan ke 
tabung reaksi dan ditambahkan 2 ml pereaksi Salkowski (Mohite, 
2013). Diinkubasi di ruang gelap selama 30 menit. Sebagai 
blanko adalah 1 ml media NB yang ditambahkan 2 ml pereaksi 
Salkowski, dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan 
Jumlah sel bakteri/ml = N x pengenceran            x 1000mm
3
   ........(1) 
                                       1/400 mm
2
x 80 x 1/10mm     1 mL 
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spektrofotometer UV-VIS dengan λ= 530nm (Yuniarti & 
Purwani, 2007). Setiap isolat dilakukan 2 kali pengukuran 
absorbansinya, kemudian konsentrasi IAA dihitung dengan 
persamaan garis yang didapat dari kurva standar. 
 
3.3 Rancangan Penelitian dan Analisa Data 
Penelitian deskriptif dilakukan untuk penapisan isolat 
Azotobacter yang berpotensi menghasilkan hormon IAA. 
Penelitian kuantitatif dilakukan untuk uji produksi hormon IAA. 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan acak 
lengkap. Perlakuan L-triptofan yang digunakan adalah 0 ppm, 
1000 ppm, 2000 ppm, dan 3000 ppm dan dilakukan 2 kali 
pengulangan.  
Perbedaan perlakuan diuji dengan Analysis of Variance atau 
ANOVA dengan taraf  kepercayaan α= 5%  dari data yang telah 
didapatkan. Jika ada beda nyata, maka dilakukan uji 
menggunakan LSD (Least Significant Different). Namun jika data 
tidak dapat diuji dengan ANOVA digunakan uji Kruskal-Wallis. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Penapisan isolat Azotobacter Penghasil IAA 
Produksi IAA oleh isolat Azotobacter diuji secara kualitatif 
menggunakan metode Salkowski yang dilakukan dengan streak 
plate pada agar datar yang disuplementasi dengan triptofan. 
Suplementasi dengan asam amino triptofan ini dibutuhkan karena 
triptofan merupakan prekursor primer dalam biosintesis IAA 
(Tanaka et al., 2002).  
Pada uji produksi IAA secara kualitatif, 6 isolat mampu 
memproduksi hormon IAA yaitu A1a, A1b, A3, A6, A9 dan A10 
(Gambar 4.1). Kemampuan menghasilkan IAA ditunjukkan 
dengan perubahan warna isolat menjadi kemerahan. Sedangkan 
pada 4 isolat yang lain yaitu A2, A5, A7 dan A8 tidak mengalami 
perubahan warna. 
Menurut Rahman et al. (2010) perubahan warna kemerahan 
pada isolat setelah ditetesi pereaksi Salkowski terjadi karena 
adanya reaksi antara pereaksi Salkowski dengan IAA atau dengan 
beberapa senyawa pembentuk IAA. Indole-3-acetic acid (IAA) 
berikatan dengan FeCl3 dan HClO4 yang merupakan senyawa 
penyusun pereaksi Salkoswki membentuk kompleks tris-(indole-
3-aceto) iron (III) yang memberikan warna merah. Reaksi 
terjadinya perubahan warna merah pada isolat Azotobacter setelah 
ditetesi pereaksi Salkowski mengindikasikan kemampuan 
Azotobacter dalam memetabolisme L-triptofan menjadi IAA. 
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Gambar 4.1 Isolat Azotobacter (A1a, A1b, A3, A6, A9, A10) 
yang Mampu Memproduksi IAA Ditunjukkan dengan Warna 
Kemerahan setelah Ditetesi Pereaksi Salkowski. 
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Berdasarkan hasil uji produksi hormon IAA secara kualitatif, 
terindikasi 6 isolat mampu memproduksi IAA. Isolat yang dipilih 
untuk uji produksi hormon IAA secara kuantitatif hanya 3 isolat 
yaitu A9, A10 dan A1a (Tabel 4.1). Isolat Azotobacter A9 dan 
A10 dipilih karena memiliki perubahan warna kemerahan yang 
paling mencolok dibandingkan 4 isolat lainnya. Isolat tersebut 
dimungkinkan mampu menghasilkan hormon IAA dalam jumlah 
yang lebih besar. Sedangkan isolat A1a dipilih untuk uji produksi 
hormon IAA secara kuantitatif karena pada penelitian sebelumnya 
isolat A1a diketahui resisten terhadap HgCl2 10 mg/L (Sakinah 
dan Zulaika, 2014). Diharapkan ketiga isolat di atas memiliki 
multipotensi selain resisten terhadap HgCl2 juga mampu sebagai 
bakteri penghasil hormon pertumbuhan IAA. 
 
Tabel 4.1 Hasil Penapisan Isolat Azotobacter yang Berpotensi 
Menghasilkan Hormon IAA 
Isolat Hasil uji kualitatif Isolat Hasil uji kualitatif 
A1a + A6 + 
A1b + A7 - 
A2 - A8 - 
A3 + A9 ++ 
A5 - A10 ++ 
Keterangan: +++ : merah, ++ : merah muda, + : sedikit merah muda, - : 
tidak berwarna merah.  
 
4.2 Umur Perlakuan (μ jam) Starter 
Kurva pertumbuhan Azotobacter digunakan untuk 
menentukan umur perlakuan starter dalam uji produksi hormon 
IAA secara kuantitatif. Kurva pertumbuhan dilakukan pada 3 
isolat Azotobacter terpilih yaitu A1a, A9 dan A10. Penentuan 
kurva pertumbuhan dilakukan dengan menggunakan metode 
spektrofotometri dengan mengukur OD (Optical Density) nya. 
Pengukuran OD menggunakan spektrofotometer Spectronic 
genesys 20®  dengan panjang gelombang 600nm. Hasil kurva 
pertumbuhan dari ketiga isolat tersebut ditampilkan pada Gambar 
4.2.  
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Gambar 4.2 Kurva Pertumbuhan Azotobacter A9, A1a, dan A10. 
 
Pertumbuhan isolat Azotobacter A9 dan A1a memiliki pola 
pertumbuhan yang hampir sama. Kurva pertumbuhan kedua isolat 
tersebut tidak terlihat adanya fase lag atau fase adaptasi. 
Sedangkan pada isolat Azotobacter A10 terlihat adanya fase lag, 
tetapi relatif singkat yaitu pada jam ke-0 sampai jam ke-2. Hal ini 
dapat terjadi karena pengukuran OD dilakukan setelah isolat 
disubkultur pada media yang sama sehingga dapat mempercepat 
fase lag. Fase lag terjadi ketika bakteri beradaptasi pada medium 
baru atau suatu kondisi tertentu (Prescott et al., 2002). 
Pemindahan inokulum ketiga isolat  Azotobacter dilakukan 
setelah 24 jam inkubasi pada media yang sama, sehingga 
mempercepat fase lag atau langsung terjadi fase eksponensial. 
Fase lag tidak akan terjadi apabila subkultur dilakukan dalam 
keadaan fase eksponensial pada medium yang sama dan kultur 
secara cepat akan memasuki fase eksponensial (Madigan et al., 
2006). 
Fase eksponensial pada isolat Azotobacter A1a terlihat pada 
jam ke-0 sampai jam ke-14 setelah inokulasi. Pada isolat A9 fase 
eksponensial terlihat pada jam ke-0 sampai jam ke-12.  
Sedangkan pada isolat Azotobacter A10, fase eksponensial 
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terlihat setelah jam ke-2 sampai jam ke-18. Pada fase 
eksponensial, bakteri akan tumbuh dan membelah dengan 
kecepatan yang paling maksimal sesuai dengan genetik, kondisi 
medium, dan kondisi lingkungan dimana bakteri tumbuh. Laju 
pertumbuhan selama fase eksponensial akan konstan karena 
bakteri membelah dan menggandakan jumlahnya dengan interval 
yang teratur. Populasi bakteri memiliki kondisi yang sama dalam 
hal kimia dan sifat fisiologis selama fase eksponensial (Prescott et 
al., 2002).  
Setelah  jam ke-14 hingga jam ke-18, isolat Azotobacter A1a 
menunjukkan fase stasioner. Pada fase stasioner jumlah sel yang 
viabel tetap konstan. Hal ini dikarenakan terjadi keseimbangan 
antara pembelahan sel dan kematian sel (Prescott et al., 2002). 
Selanjutnya dari jam ke-18 hingga jam ke-24 isolat Azotobacter 
A10 dan A1a mengalami fase kematian. Pada fase kematian 
terjadi penurunan jumlah sel-sel yang viabel (Prescott et al., 
2002). Pada isolat Azotobacter A9, fase stasioner terlihat setelah 
jam ke-12 hingga jam ke-24. Sedangkan pada isolat Azotobacter 
A10 terlihat pada jam ke-18 sampai jam ke-24. Pada isolat 
Azotobacter A9 dan A10 belum terlihat fase kematian karena 
penentuan kurva pertumbuhan dilakukan hanya sampai jam ke-
24. 
Berdasarkan fase-fase pertumbuhan yang telah didapatkan, 
dilakukan perhitungan rata-rata waktu fase eksponensial sebagai 
umur perlakuan. Umur perlakuan yang digunakan untuk 
pengujian produksi IAA pada isolat Azotobacter A1a pada jam 
ke-7, sedangkan pada isolat Azotobacter A9 pada jam ke-6 dan 
isolat Azotobacter A10 pada jam ke-10. 
 
4.3 Kurva Standar IAA 
Penentuan kurva standar IAA (Indole-3-Aceic Acid) 
bertujuan untuk menghitung konsentrasi IAA yang mampu 
dihasilkan oleh isolat Azotobacter A1a, A9 dan A10 
menggunakan persamaan garis y = ax+b.  
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Gambar 4.3 Kurva Standar IAA. 
 
Pereaksi yang digunakan untuk mendeteksi IAA adalah 
pereaksi Salkowski yang merupakan campuran dari besi (III) 
klorida (FeCl3) dan asam perklorat (HClO4). Pereaksi Salkowski 
bewarna kekuningan dan apabila bercampur dengan IAA akan 
membentuk warna merah (Rahman et al., 2010). 
Nilai konsentrasi IAA ditetapkan sebagai ordinat (sumbu X) 
dan nilai absorbansi ditetapkan sebagai absis (sumbu Y). 
Berdasarkan hasil kurva standar yang didapatkan maka 
persamaan garis yang didapat untuk menghitung konsentrasi IAA 
adalah y = 0,037x + 0,021 dengan nilai R
2
 = 0,992  (Gambar 4.3). 
 
4.4 Produksi IAA oleh isolat Azotobacter 
Produksi IAA secara kuantitatif menggunakan metode 
determinasi kolorimetri yang ditunjukkan dengan pereaksi Van 
Urk Salkowski (Mohite, 2013). Isolat Azotobacter yang diuji 
adalah A1a, A9, dan A10. Hasil uji produksi IAA oleh ketiga 
isolat Azotobacter dapat dilihat pada Gambar 4.4. 
Berdasarkan Gambar 4.4 dapat dilihat bahwa konsentrasi 
triptofan yang lebih tinggi akan menghasilkan konsentrasi IAA 
yang relatif lebih tinggi pula. Konsentrasi IAA yang paling tinggi 
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produksinya terlihat pada perlakuan suplementasi triptofan 3000 
ppm. Produksi auksin oleh bakteri akan meningkat ketika medium 
kultur ditambahkan dengan suatu prekursor IAA yaitu triptofan 
(Mohite, 2013). Berdasarkan penelitian yang dilakukan Karnwal 
(2010), isolat Pseudomonas yang diuji pada keadaan tanpa 
triptofan dan adanya penambahan triptofan menunjukkan bahwa 
produksi IAA lebih tinggi dikarenakan peningkatan pada 
konsentrasi triptofan.  
Berdasarkan Gambar 4.4 isolat Azotobacter A1a dan A9 
menunjukkan peningkatan konsentrasi IAA pada inkubasi 24 jam, 
namun relatif menurun pada inkubasi 48 jam. Menurut 
Sahasrabudhe (2011), penurunan konsentrasi IAA setelah 
inkubasi tertentu  dimungkinkan karena adanya degradasi oleh 
isolat bakteri. Penurunan produksi IAA disebabkan adanya 
pelepasan enzim pendegradasi IAA seperti IAA oksidase dan 
peroksidase (Shokri dan Emtiazi, 2010). Sedangkan pada isolat 
Azotobacter  A10 menunjukkan peningkatan konsentrasi IAA 
mulai dari 0 jam sampai dengan 48 jam. Pada isolat Azotobacter 
A10 produksi IAA semakin tinggi sebanding dengan lamanya 
waktu inkubasi dan besarnya konsentrasi triptofan yang 
disuplementasikan pada medium. Konsentrasi IAA tertinggi 
dihasilkan oleh isolat Azotobacter A10 pada perlakuan inkubasi 
48 jam.  
 
28 
 
 
 
 
G
am
b
ar
 4
.4
 D
ia
g
ra
m
 B
at
an
g
 H
as
il
 U
ji
 P
ro
d
u
k
si
 I
A
A
 o
le
h
 A
zo
to
b
a
ct
er
 A
1
a,
 A
9
 d
an
 A
1
0
. 
 
29 
 
Pada perlakuan penambahan triptofan 0 ppm atau tanpa 
penambahan triptofan, konsentrasi IAA pada isolat Azotobacter 
A1a, A9 dan A10 tidak terukur pada jam ke-0 inkubasi. Namun 
pada inkubasi 24 jam, terlihat isolat Azotobacter A9 dapat 
menghasilkan IAA walaupun dengan konsentrasi yang relatif 
kecil. Sedangkan pada isolat Azotobacter A1a dan A10, pada 
waktu inkubasi 0 jam dan 24 jam tidak terukur adanya IAA yang 
dihasilkan, namun pada inkubasi 48 jam terlihat adanya IAA yang 
dihasilkan dengan jumlah yang relatif kecil.  Menurut Halda dan 
Alija (2003), IAA dapat diproduksi pada konsentrasi yang rendah 
ketika L-triptofan yang merupakan prekursor IAA tidak 
ditambahkan ke media kultur. Hal ini dikarenakan bakteri 
mensintesis L-triptofan atau sintesis IAA dari L-triptofan terjadi 
secara independen dan tidak terjadi suplementasi triptofan dari 
luar (Halda dan Alija, 2003). 
Pada isolat Azotobacter A10 jumlah IAA yang dihasilkan  
semakin tinggi sebanding dengan kepadatan sel pada kultur 
(Tabel 4.2) (Gambar 4.5c). Menurut El-Mahrouk dan Belal 
(2007) akumulasi IAA sebanding dengan kenaikan pada 
kecepatan pertumbuhan inokulum pada kultur. Namun pada isolat 
Azotobacter A9 dan A1a, kepadatan sel pada 48 jam semakin 
tinggi tidak sebanding dengan konsentrasi IAA yang dihasilkan 
(Tabel 4.2) (Gambar 4.5a-b). Hal ini dimungkinkan sel mati atau 
tidak viabel terhitung pada metode perhitungan sel menggunakan 
hemasitometer sehingga jumlah sel yang terhitung menjadi lebih 
besar. Perhitungan menggunakan hemasitometer, sel yang mati 
dan sel yang hidup semua terhitung (Harley dan Prescott, 2002). 
Sehingga jumlah IAA yang dihasilkan sesuai dengan jumlah sel 
yang hidup saja. 
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Gambar 4.5-a Hubungan Kepadatan Sel dan Produksi IAA pada 
Isolat Azotobacter A9 pada Perlakuan Triptofan yang Berbeda. 
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Gambar 4.5-b Hubungan Kepadatan Sel dan Produksi IAA pada 
Isolat Azotobacter A1a pada Perlakuan Triptofan yang Berbeda. 
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Gambar 4.5-c Hubungan Kepadatan Sel dan Produksi IAA pada 
Isolat Azotobacter A10 pada Perlakuan Triptofan yang Berbeda. 
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Berdasarkan Tabel 4.2, isolat Azotobacter yang 
menghasilkan IAA dengan konsentrasi yang paling tinggi adalah 
isolat Azotobacter A10 pada perlakuan penambahan triptofan 
3000 ppm dengan inkubasi 48 jam yaitu 9,45 ppm serta memiliki 
jumlah kepadatan sel paling tinggi yaitu 5,38 x 10
8. 
Pada isolat 
Azotobacer A10 memiliki rata-rata jumlah IAA yang relatif besar 
dengan kepadatan sel yang relatif tinggi pula. Sedangkan pada 
isolat Azotobacter A9, konsentrasi IAA tertinggi yang mampu 
dihasilkan sebesar 7,38 ppm pada perlakuan penambahan 
triptofan 2000 ppm dengan masa inkubasi 24 jam dengan 
kepadatan sel 8,92 x 10
7
. Rata-rata jumlah konsentrasi IAA yang 
paling rendah dari kesemua perlakuan dihasilkan oleh isolat 
Azotobacter A1a. Isolat Azotobacter A1a menghasilkan IAA  
tertinggi hanya sebesar 5,40 ppm dengan jumlah kepadatan sel 
yang cukup tinggi yaitu 3,25 x 10
8 
pada perlakuan penambahan 
triptofan 3000 ppm dengan waktu inkubasi 24 jam.  
Isolat Azotobacter A9 dan A1a memproduksi IAA yang 
optimal pada inkubasi 24 jam, sedangkan isolat Azotobacter A10 
waktu inkubasi yang optimal pada 48 jam. Menurut Shokri dan 
Emtiazi (2010), produksi maksimum IAA dicapai ketika jumlah 
L-triptofan optimum dan berbeda-beda untuk setiap strain bakteri. 
Produksi IAA sangat bervariasi antara spesies yang satu 
denganyang lain dan juga tergantung kondisi kultur, tahap 
pertumbuhan, dan ketersediaan susbtrat (Chaiharn dan Lumyong, 
2011). 
Berdasarkan uji Anova, perbedaan isolat Azotobacter  yang 
digunakan sebagai uji memiliki nilai Sig.= 0,312 > α = 0,05 maka 
gagal tolak Ho, sehingga tidak ada perbedaan antara ketiga isolat 
Azotobacter dalam menghasilkan IAA. Begitu pula dengan waktu 
inkubasi, dari uji Anova didapatkan nilai Sig. = 0,085 > α = 0,05 
maka gagal tolak Ho, sehingga dapat disimpulkan bahwa waktu 
inkubasi 0, 24, dan 48 jam tidak menyebabkan perbedaan 
produksi IAA yang signifikan.  
Pada perlakuan penambahan triptofan, uji Anova tidak dapat 
dilakukan karena asumsi pada uji Anova tidak terpenuhi sehingga 
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dilakukan uji non parametrik Kruskal Wallis. Berdasarkan hasil 
uji Kruskal Wallis didapatkan nilai Sig.= 0,000 <  α = 0,05 maka 
tolak Ho atau terima H1 sehingga dapat disimpulkan terdapat 
pengaruh perlakuan konsentrasi triptofan terhadap konsentrasi 
IAA yang dihasilkan.  
Berdasarkan hasil tersebut semakin tinggi konsentrasi 
triptofan yang ditambahkan akan menghasilkan IAA semakin 
tingg pula. Menurut penelitian yang dilakukan Chaiharn dan 
Lumyong (2011), sebagian besar dari isolat bakteri yang diteliti 
memproduksi IAA lebih tinggi ketika ada penambahan prekursor 
yaitu L-triptofan dan kemungkinan sintesis IAA melalui jalur 
Trp-pathways. Pada kondisi alami, akar tanaman mensekresikan 
bahan organik termasuk L-triptofan yang dapat dimanfaatkan 
bakteri untuk biosintesis IAA (Ahmad et al., 2005). 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan  
Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat 
disimpulkan: 
1. Isolat Azotobacter yang berpotensi menghasilkan hormon 
auksin (IAA) ialah Azotobacter A1a, A1b, A3, A6, A9 
dan A10.  
2. Konsentrasi IAA tertinggi dihasilkan oleh isolat tersebut 
Azotobacter A10 sebesar 9,45 ppm, diikuti isolat 
Azotobacter A9 sebesar 7,38 ppm dan isolat Azotobacter 
A1a sebesar 5,40 ppm. 
 
5.2 Saran 
Potensi isolat Azotobacter sebagai penghasil IAA yang 
diisolasi dari Eco Urban Farming ITS perlu dilakukan penelitian 
mengaplikasikan ke media tanaman pada skala laboratorium 
(green house) yang faktor lingkungannya terkendali. 
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LAMPIRAN 
 
Lampiran 1: Komposisi Reagen 
 
Pereaksi Salkowski  
larutan FeCl3 0,5M   2ml 
HClO4 35 %    98ml 
       (Mali dan Bodhankar, 2009). 
  
Larutan tersebut dimasukkan dalam botol gelap. Pereaksi 
Salkowski akan membentuk larutan berwarna merah saat bereaksi 
dengan IAA yang dapat terukur pada panjang gelombang 530 nm. 
 
Lampiran 2 : Skema Kerja 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                        
 
 
 
 
 
 
Metode yang digunakan 
Pembuatan 
subkultur 
Penapisan 
Azotobacter 
Kurva 
pertumbuhan 
Uji 
produksi 
hormon 
IAA 
Pembuatan subkultur 
Isolat Azotobacter diinokulasikan ke agar miring NA 
Diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam 
Subkultur 
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Penapisan Azotobacter 
1 ose isolat diinokulasikan ke agar datar NA-Triptofan 
Diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam 
 Ditetesi pereaksi Salkowski 
 Diinkubasi di ruang gelap selama 30 menit 
 Hasil 
Kurva pertumbuhan 
1 isolat diinokulasikan ke 20 ml media NB 
Diinkubasi pada suhu ruang 24 jam  di rotary shaker 
Ditambahkan ke 180 ml media NB 
Diinkubasi pada suhu ruang 24 jam  di rotary shaker 
 2 ml kultur dimasukkan kuvet 
 Diukur absorbansi dengan spektrofometer λ=600nm 
 
Hasil 
Dibuat kurva x= waktu, y= nilai absorbansi 
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Uji produksi hormon IAA 
Kurva 
standar IAA 
Pengukuran 
kepadatan 
sel 
Pengukuran 
konsentrasi 
IAA 
Kurva standar IAA 
Dibuat larutan standar IAA (2 ; 4 ; 6 ; 8 ; 10 ;  
12 ; 14 ; 16 ; 18 ; 20 ppm dari IAA stok 100 ppm + 
NB 
 
1ml larutan IAA ditambah 2ml pereaksi Salkowski  
 Diinkubasi  di ruang gelap selama 30 menit 
Dimasukkan kuvet 
Diinkubasi  di ruang gelap selama 30 menit 
Diukur absorbansi dengan spektrofometer λ=530nm 
 Dibuat kurva x= konsentrasi IAA, y = nilai 
absorbansi 
 Dibuat persamaan y= a+bX 
 
Hasil 
Pembuatan 
kultur 
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Pembuatan kultur 
1 isolat diinokulasikan ke 20 ml media NB 
Diinkubasi pada suhu ruang 24 jam  di rotary shaker 
Ditambahkan ke 180 ml media NB 
Diinkubasi pada suhu ruang 24 jam  di rotary shaker 
Kultur diambil 30 ml sebanyak 4 kali 
Ditambah triptofan 0 ppm, 1000 ppm,2000 ppm, 
3000ppm 
Masing-masing erlenmeyer ditutup kertas karbon 
Diinkubasi pada suhu ruang, 48 jam di rotary shaker 
Dilakukan pengulangan 2x 
Hasil 
Pengukuran kepadatan sel 
Dilakukan pengukuran dengan hemasitometer pada 
kultur yang berumur 0, 24,48 jam  
Hasil 
53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 3: Hasil Uji Stastistik 
 
1. Faktor : Isolat 
 Uji Normalitas: menggunakan Shapiro-Wilk jika data 
<50. 
 Jika nilai Sig. > 0,05 maka berdistribusi normal atau memenuhi 
asumsi ANOVA.  
 
 
 
Pengukuran konsentrasi IAA 
Diambil 2 ml dari kultur yang berumur 0,24,48 jam 
Disentrifus (kecepatan 8000rpm selama 10 menit) 
Diambil 1 ml supernatan  
Ditambahkan 2 ml pereaksi Salkowski 
Diinkubasi di ruang gelap selama 30 menit 
Diukur absorbansi dengan spektrofometer λ=530nm 
 Dikonversikan nilai absorbansi terkoreksi (Y) 
menjadi kosentrasi (X) menggunakan persamaan 
kurva standar  IAA Y= a+bX 
 
Hasil 
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isolat 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
IAA A9 .171 12 .200* .929 12 .367 
A1A .131 12 .200* .933 12 .417 
A10 .167 12 .200* .926 12 .339 
 
*Nilai Sig. = 0,367; 0,417; 0,339 > 0,05, maka data berdistribusi 
normal sehingga memenuhi asumsi. 
 
 Uji Homogenitas:  
Jika nilai Sig. > 0,05 maka data homogen atau memenuhi asumsi 
ANOVA.  
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
2.187 2 33 .128 
*Nilai Sig. = 0,128 > 0,05 maka data homogen sehingga 
memenuhi asumsi 
ANOVA 
Jika nilai Sig. < 0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan 
pada jumlah konsentrasi IAA yang dihasilkan. 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between 
Groups 
15.565 2 7.783 1.206 .312 
Within 
Groups 
212.914 33 6.452 
  
Total 228.479 35 
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*Nilai Sig.= 0,312 > 0,05 maka tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan antara ketiga dalam  menghasilkan IAA. 
 
2. Faktor : Triptofan 
 Uji Normalitas: menggunakan Shapiro-Wilk jika data 
<50. 
Jika nilai Sig. > 0,05 maka berdistribusi normal atau memenuhi 
asumsi ANOVA.  
 
triptofan 
Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 
 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
IAA 0 .341 9 .003 .782 9 .013 
1000 .189 9 .200
*
 .870 9 .123 
2000 .187 9 .200
*
 .922 9 .409 
3000 .299 9 .020 .844 9 .064 
 
*Nilai Sig. = 0,013; 0,064 <  0,05, maka data tidak berdistribusi 
normal sehingga tidak memenuhi asumsi. 
 
Karena salah satu asumsi untuk uji Anova tidak terpenuhi maka 
tidak dapat melakukan uji Anova, melainkan uji non-parametrik 
menggunakan Kruskal-Wallis. 
 
Kruskal Wallis 
 
IAA 
Chi-Square 25.274 
df 3 
Asymp. Sig. .000 
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*Nilai Sig. = 0,000 > 0,05 maka terdapat pengaruh dari perbedaan 
konsentrasi triptofan terhadap jumlah IAA yang dihasilkan. 
 
3. Faktor : Waktu 
 Uji Normalitas: menggunakan Shapiro-Wilk jika data 
<50. 
Jika nilai Sig. > 0,05 maka berdistribusi normal atau memenuhi 
asumsi ANOVA.  
 
waktu 
Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 
 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
IAA 0 .180 12 .200
*
 .901 12 .162 
24 .130 12 .200
*
 .951 12 .650 
48 .143 12 .200
*
 .927 12 .349 
*Nilai Sig.= 0,162 ; 0,650 ;0,349 >0,0, maka data berdistribusi 
normal sehingga memenuhi asumsi. 
 
 Uji Homogenitas:  
Jika nilai Sig. > 0,05 maka data homogen atau memenuhi asumsi 
ANOVA.  
 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.975 2 33 .388 
*Nilai Sig. = 0,388 > 0,05 maka data homogen sehingga 
memenuhi asumsi. 
 
ANOVA 
Jika nilai Sig. < 0,05 maka terdapat perbedaan yang signifikan 
pada jumlah konsentrasi IAA yang dihasilkan. 
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 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between 
Groups 
31.774 2 15.887 2.665 .085 
Within Groups 196.705 33 5.961 
  
Total 228.479 35 
   
*Nilai Sig.= 0,312 > 0,05 maka waktu inkubasi tidak 
menyebabkan perbedaan yang signifikan pada konsentrasi IAA 
yang dihasilkan. 
 
 
Lampiran 4: Tabel Absorbansi IAA 
 
 
IAA 
(ppm) 
absorbansi IAA 
(ppm) 
absorbansi 
2 0,075 12 0,481 
4 0,143 14 0,54 
6 0,281 16 0,637 
8 0,344 18 0,689 
10 0,413 20 0,763 
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Lampiran 5: Subkultur isolat Azotobacter 
 
 
 
 
 
 
 
A2 A1b A1a A3 A5 
A6 A7   A8  A9 A10 
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